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Aujourd'hui, le ' .' en dehors des heures d'ouverture du bureau de depot, I'OFFICE DE 

LA PROPRIETE INDUSTRIELLE a regu un envoi postal contenant une demande en vue d'obtenir un brevet d'invention 
reiatif a : COMPOSITION PHARMACEU A LA PREVENTION 

DU..DLABETE..,OU.DU.jC^ 



introduite par : VAN.. .MALDEREN... ERIC. 



agisant pour : 
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en tant que mandataire 3^£ds^zMa^iKXz:i0^^ demandeur 
La reception de la demarKle de brevet susmenttonnee a ete actee ce jour, a 
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rarticle 1 6, paragraphe 1 er de la loi du 28 mars 1 984. 



Le fonctionnaire delegue 
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COMPOSITIO N PHARMACEUTIQUE DESTINEE AU TRAITEMENT OU A LA 
PREVENTION DU DIABETE OU DU CANCER 

Obiet de 1 ^ invention ' 

La presente invention est relative a une 
nouvelle composition pharmaceut ique destinee au traitement 
OU a la prevention du diabete ou du cancer, en particulier 
une therapie cellulaire du diabete par la creation d ' un 
pancreas artif iciel . 

Arriere-Plan technoloaique a la base de 1^ invention 

Le diabete est un terme generique sous lequel 
0 on designe des affections caracterisees par 1 ' association 
d'une polyurie et d'une polydipsie. Le diabetes mellitus, 
denomme egalement ci-apres diabete sucre, qui peut etre de 
^ype-^- QU de type 2, est du a un mauvais f onct ionnement de s 
cellules beta du pancreas endocrinien (ilots de Langerhans) 
5 qui synthetise et secrete I'insuline (Gerich Sc Haeften, 
COED 5, pp. 144-148 (1998)). II s ' accompagne souvent 
(diabete de type 2) d'une resistance des tissus cibles a 
1' action de I'insuline. 

Le diabete sucre est 1 ' une des maladies 
0 metaboliques les plus frequentes, en particulier dans le 
monde industrialise (Leahy, COED 5, pp. 73-74 (1998)). Il 
est caracterise par une deficience de 1 ' utilisation du 
glucose et peut avoir des consequences pathologiques graves 
et parfois mortelles, telles que des troubles metaboliques, 
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des problemes cardiovasculaires et neurologiques , des 
lesions retiniennes ou renales . Le traitement par insuline 
exige une ou plusieurs injections quotidiennes a vie. 

Par consequent, il existe un besoin certain 
5 de remplacer ces injections par des systemes 
transplantables (Gage et al . , Nature 392, Supplement 3 
(1998) ) . 

10 Le document Lemaigre et al . (1996) decrit un 

cDNA codant le facteur nuclea^ire hepatocytaire G, denomme 
ci-apres HNF-6. Cette proteine controle la transcription de 
certains genes dans un petit nombre de tissus ou elle est 
exprimee (Samadani & Costa (1996)). L'expression de cette 
15 molecule a ete notamment identifiee dans le pancreas de 
souris (Landry et al . (1997) et Rausa et al . (1997)). 

La proteine HNF-6 contient deux domaines de 
liaison a I'ADN, un domaine appele cut et un domaine appele 
homeo, caracterist ique de HNF-6 par la presence d ' une 
20 phenylalanine en position 48 et d'une methionine en 
position 50 (denomme ci-apres dyade F48M50) . 

La demande de brevet frangais FR-2,696,755 

decrit une capsule I mplantable comprenant une envel oppe 

externe constituee par un hydrogel d ' acrylonitrile et de 
25 methallysulf onate de sodium, un noyau interne comprenant 
une substance encapsulee pouvant etre constituee d'llots de 
Langerhans, de cellules beta pancreat iques ou 
d ' hepatocytes . L'enveloppe est une membrane biocompatible 
select ivement permeable a 1' insuline ou aux nutriments 
30 necessaires a la substance a encapsuler. Ce produit peut 
etre utilise dans la transplantation de cellules ou de 
groupes de cellules tels que des ilots de Langerhans pour 
pallier 1 ' insuf f isance de production d' insuline chez les 
malades diabetiques . 
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La demande Internationale de . brevet 
WO95/09231 decrit des nouvelles lignees cellulaires beta- 
insulino-secretrices pouvant se presenter sous forme de 
"pseudo-ilots " pouvant etre encapsules dans un hydrogel 
biocompatible; eventuellement incorpore dans des fibres 
transplantables destinees a etre introduites chez le 
patient par une voie sous-cutanee ou intraperitoneale de 
maniere a traiter des malades insulino-dependant s . 

La demande Internationale de brevet 
W095/29988 decrit un precede de culture de lignees 
cellulaires, en parti'culier ' de cellules pancreat iques , 
susceptibles de creer des ilots cellulaires reimplantables 
in vivo chez un mammifere de maniere a traiter des maladies 
pancreatiques chez 1 • homme ou 1 ' animal . 

Buts de 1" invention 

La presente invention vise a fournir une 
nouvelle composition pharmaceut ique susceptible d'etre 
utilisee dans la prevention ou le traitement du diabete ou 
du cancer et pouvant etre utilisee soit dans le domaine de 
la therapie genet ique, soit dans le domaine de la therapie 
cellulaire sous la presentation d ' amas cellulaires ou la 

formation d ' un -^ dssu ou^ — '-un organe pan cr e at iqu e 

artif iciel . 

Elexaents caracteristiques de 1 ' invention 

Les Inventeurs ont decouvert de maniere 
inattendue que 1 ' invalidation du gene HNF-6 chez la souris 
montre que ce gene est essentiel pour le f onct ionnement des 
ilots de Langerhans et pour la reponse de I'organisme a 
I'insuline. De plus, les Inventeurs ont montre que d'autres 
proteines semblables a HNF-6, qui partagent avec HNF-6 deux 
particularites , d ' une part la presence d ' un seul domaine 
cut et d' autre part la presence de la dyade F48M50 dans le 
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domaine homeo (Lannoy et al . (1998)) appartenant a une meme 
famxlle denommee ONECUT (en abrege OC) (Lannoy et al . 
(1998)), etaient egalement impliquees dans certains 
mecanismes metaboliques essentials. Parmi la famille des 
5 proteines ainsi definies, qui comprend notamment la 
proteine HNF-6 et la proteine OC-2, certaines proteines ont 
des fonctions essentielles chez 1 ' animal , en particulier 
Chez I'homme, en particulier dans le metabolisme du 
glucose. En outre, de telles molecules pourraient etre 
10 utilisees pour traiter un certain nombre d' affections et de 
maladies, en particulier le' diabete ou le cancer, de 
preference le melanome. 

La presente invention est done relative a une 
composition pharmaceut ique comprenant un vehicule 
15 pharmaceut ique adequat et un element choisi parmi le groupe 
constitue par une sequence nucleotidique codant une 
proteine membre de la famille ONECUT, en particulier le 
HNF-6 ou le facteur OC-2 dont la sequence nucleotidique et 
peptidique est decrite ci-apres (figures la et lb) , un 
20 vecteur comprenant ladite sequence nucleotidique, la 
sequence polypept idique encodee et/ou une lignee cellulaire 
transformee par ledit vecteur et exprimant ces dites 

sequenc es nucleot i diques , en part i c ulier susceptib^Ieg de~ 

synthetiser le HNF-6 ou un autre membre de la famille 
25 ONECUT tel que le facteur OC-2. 

On entend par "sequence nucleotidique codant 
le HNF-6", la sequence codante correspondant a la sequence 
du cDNA HNF-6 telle que deja decrite, en particulier par 
Lemaigre et al . (1996), et des sequences equivalentes , 
30 humaines ou animales, susceptibles de s'hybrider avec ce 
cDNA. Cette hybridation s'effectue de preference dans des 
conditions stringentes de maniere a identifier les 
differentes sequences genomiques codant une sequence 
d'acides amines identique ou similaire a celle de HNF-6 ou 
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OC-2. En particulier, d'autres sequences specif iques 
d'autres mammiferes ayant la meme fonction, mais 
differentes en particulier par la redondance du code 
genetique. Des conditions d ■ hybridation standard sent de 
5 preference les suivantes : hybridation a 40 oc dans 50% de 
formamide, 5x SSC 2 0 mM sodium phosphate, pH 6.8, lavage 
dans 0.2X SSC a 50 . Des modifications de ces conditions 
peuvent etre proposees par 1 ' homme de 1 ' art en fonction de 
la longueur et du contenu en nucleotides GC dans la 
sequence a hybrider. D'autres conditions d ' hybridation sont 
notamment celles decrites par Sambrook et al . , §§ 9.47-9.51 
in Molecular Cloning : A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York 
(1989) . 

Selon 1' invention, le gene codant le HNF-6 
utilise concerne des sequences genomiques codant les deux 
isoformes alpha et beta de HNF-6 telles que decrites par 
Lannoy et al . (1998). 

La composition pharmaceutique de 1' invention 
20 peut etre utilisee pour obtenir une therapie genetique 
et/ou cellulaire d • un patient susceptible de developper un 
diabete ou souffrant d ' un diabete, ou susceptible de 

developper un cancer ou souttrant ^Tun cancer, eiT" 

particulier d'un melanome . Dans le domaine de la therapie 
25 genetique, la sequence nucleotidique de 1' invention peut 
etre administree au patient ou a des lignees cellulaires du 
patient par un traitement ex vivo de maniere nue par des 
precedes bien connus de 1 ' homme de 1 ' art ou par 
1 ' intermediaire d'un vecteur, de preference choisi parmi le 
30 groupe constitue par les plasmides, les virus, les 
phagemides, les vesicules lipidiques telles que les lipides 
cationiques, les liposomes ou un melange d'entre eux. Le 
vecteur incorporera tous les elements necessaires pour 



obtenir 1' expression de la sequence nucleot idique selon 
1' invention chez le patient, de preference dans les lignees 
cellulaires specifiques a traiter, telles que les cellules 
pancreat iques impliquees dans la synthese de I'insuline, 
5 les cellules hepatiques impliquees dans la reponse a 
I'insuline ou des cellules de 1 • epiderme ou du derme 
susceptibles de developper un melanome. 

La composition pharmaceut ique de 1 ' Inventeur 
peut etre egalement utilises en therapie cellulaire par 
10 injection directe des cellules par un procede in vivo ou ex 
vivo ou par la formation d'un agregat cellulaire artificiel 
tel que decrit dans les demandes de brevet FR-2 , 696 , 755 , 
WO95/09231 et W095/29988. II est possible d'obtenir la 
proliferation des cellules transformees par la sequence 
15 nucleotidique de 1' invention ou le vecteur de 1' invention 
par des precedes bien connus de 1 ' homme de 1 ' art , en 
particulier ceux decrits dans les demandes de brevet 
W097/49728 et W095/29988, 

Le vehicule pharmaceutique selon 1' invention 
20 varie selon le mode d ' administration choisi ( intraveineuse, 
intramusculaire, orale, etc.) et est un excipient bien 
connu de 1' homme de 1 ' art , presente sous forme de 

tablette s , de — pilul es , d e c apsul c G , — — de — solutions , — ^e- 

sirops, etc. Ce composant comprend eventuellement des 
25 adjuvants (en particulier une hormone de croissance) bien 
connus de 1' homme de 1 ' art de maniere a induire des effets 
synergiques ou supprimer certaines reactions immunitaires 
ou cellulaires specifiques ou de maniere a reduire certains 
effets secondaires ou toxiques non desires du principe 
30 actif ou du vehicule de 1' invention. 

Le pourcentage de produit actif (sequence 
nucleotidique, sequence d'acides amines ou fragments de 
celles-ci, vecteur, lignee cellulaire, etc.) dans la 
composition pharmaceutique peut varier selon de tres larges 
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gammes, uniquement limitees par la frequence 
d' administration, la tolerance et le niveau d • acceptation 
de la composition selon 1' invention par le patient. 

La presente invention concerne egalement 
1 'utilisation de la composition pharmaceut ique de 
1' invention pour la preparation d ' un medicament destine au 
traitement et/ou a la prevention du diabete de type 1 ou de 
type 2, des affections liees au diabete, en particulier des 
affections liees au mauvais f onctionnement des cellules 
beta du pancreas endocrinien qui synthetise et secrete 
I'insuline, et/ou pour le ' traitement du cancer, en 
particulier du melanome. 

Un dernier aspect de la presente invention 
concerne le precede de traitement d'un patient, en 
particulier d'un patient susceptible de developper un 
diabete, souffrant d'un diabete ou susceptible de 
developper un cancer ou souffrant d'un cancer, en 
particulier un melanome, par lequel on administre audit 
patient la composition pharmaceutique de 1' invention par un 
precede de traitement in vivo ou ex vivo. 
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REVENDICATTOyr.q 

1. Composition pharmaceut ique comprenant un 
vehicule pharmaceut ique adequat et un element choisi parmi 
le groupe constitue par une sequence nucleot idique codant 
un peptide de la famille ONECUT, un vecteur comprenant 
cette sequence nucleot idique , la sequence polypept idique 
codee par cette sequence nucleot idique et/ou une lignee 
cellulaire transformee par ledit vecteur et exprimant le 
peptide de la famille ONECUT. 

2. Composition pharmaceutique selon la 
revendication 1, caracterisee' en ce que le peptide de la 
famille est le HNF-6. 

3 . Composition pharmaceutique selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que le peptide de la 
famille est le OC-2. 

4. Composition pharmaceutique selon I'une 
quelconque des revendicat ions precedentes, caracterisee en 
ce que les sequences nucleot idique et polypept idique 
susmentionnees sont des sequences nucleotidique et 
polypeptidique humaines . 

5 . Composition pharmaceutique selon 1 ' une 
quelconque des revendicat ions precedentes, caracterisee en 
c e qu e l e vecteur est choi s i parmi l e group e constitue par 
les plasmides, les virus, les phagemides, les vesicules 
lipidiques, en particulier les vesicules cationiques, les 
liposomes ou un melange d'entre eux. 

6. Utilisation de la composition 
pharmaceutique selon I'une quelconque des revendicat ions 
precedentes pour la preparation d ' un medicament destine a 
la prevention et/ou au traitement du diabete de type 1 ou 
de type 2 ou des affections liees au diabete, et a la 
prevention et/ou au traitement du cancer en particulier du 
melanome . 
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Precede de traitement therapeut ique d ' un 



patient, de preference d ' un patient humain susceptible de 
developper ou souffrant d ' un diabete ou d ' un cancer, en 
particulier d ' un melanome, caracterise en ce que 1 ' on 
5 administre ex vivo la composition pharmaceut ique selon 
1 ' une quelconque des revendicat ions 1 a 3 en isolant un 
fluide corporel ou une ou plusieurs cellules du patient, en 
traitant lesdites cellules ou les cellules presentes dans 
ce fluide corporel par le vecteur de 1' invention, et en 
10 reinjectant audit patient les cellules transf ormees . 
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Sequence OC-7 



CCCCCCCCCGCCCCGGGCCCTGATGOACTOAATOMaOCrrGCCTACACCaCCTATC^AT^JOT^^^ 
ACACC™AACaTOCOCCAro«C„™^ 

"NPELTMESLGTLHGABIV 

CAOCTOC™cCCCA.CCCCCj™^^ 

DYRPELSIPLH 109 



CACOCCATOA.CAXOTCCTOCGACTC=TCTCC^^^^^ 

^^bCDSSPPGMGMSNTYTTL 



484 

L 132 



«TC™CCACCACCACCACCACCACCA.C3^ 

° K E M p G [SI 201 



FIG. 1 
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Sequence OC-2 (SUITE) 

AGCCAGAGCCTGTCCCCGCTGGCCGCCACGCCGCTGGGCAACGGGCTAGGCGGCCTCCACAACGCGCAG 759 
SQSLSPLAATPLGNGLGGLHNAQ224 

CAGAGTCTGCCCAACTACGGTCCGCCGGGCCACGACAAAATGCTCAGCCCCAACTTCGACGCGCACCAC 82 8 
QSLPNYGPPGHDKMLSPNFDAHH247 

ACTGCCATGCTGACCCGCGGTGAGCAACACCTGTCCCGCGGCCTGGGCACCCCACCTGCGGCCATGATG 897 
TAMLTRGEQ.HLS,RGLGTPPAAMM270 

TCGCACCTGAACGGCCTGCACCACCCGGGCCACACTCAGTCTCACGGGCCGGTGCTGGCACCCAGTCGC 966 
SHLNGLHHPGHTQSHGPVLAPSR293 

GAGCGGCCACCCTCGTCCTCATCGGGCTCGCAGGTGGCCACGTCGGGCCAGCTGGAAGAAATCAACACC 1035 
^^PPSSSSGSQVATSGQLEEINT316 

AAAGAGGTGGCCCAGCGCATCACAGCGGAGCTGAAGCGCTACAGTATCCCCCAGGCGATCTTTGCGCAG 1104 
KEVAQRITAELKRYS IPQAIFAQ339 

AGGGTGCTGTGCCGGTCTCAGGGGACTCTCTCCGACCTGCTCCGGAATCCAAAACCGTGGAGTAAACTC 1173 
RVLCRSQGTLSDLLRNPKPWSKL362 

AAATCTGGCAGGGAGACCTTCCGCAGGATGTGGAAGTGGCTTCAGGAGCCCGAGTTCCAGCGCATGTCC 1242 
KSGRETFRRMWKWLQEPEFQRMS385 

GCCTTACGCCTGGCAGCGTGCAAACGCAAAGAGCAAGAACCAAACAAAGACAGGAACAATTCCCAGAAG 1311 
ALRLAACKRKEQEPNKDRNNSQK408 

AAGTCCCGCCTGGTGTTCACTGACCTCCAACGCCGAACACTCTTCGCCATCTTCAAGGAGAACAAACGC 13 8 0 
KSRLVFTDLQRRTLFAIFKENKR431 

CCGTCAAAGGAGATGCAGATCACCATTTCCCAGCAGCTGGGCCTGGAGCTCACAACCGTCAGCAACTTC 1449 
PSKEMQITISQQLGLELTTVSNF454 

TTCATGAACGCCCGGCGCCGCAGCCTGGAGAAGTGGCAAGACGATCTGAGCACAGGGGGCTCCTCGTCC 1518 
FMNARRRSLEKWQDDLSTGGSSS477 

ACCTCCAGCACGTGTACCAAAGCATGATGGAAGGACTCTCACTTGGGCACAAGTCACCTCCAAATGAGG 158 7 
TSSTCTKA 

FIG. lb 
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ABREGE 

COMPOSITION P HARMACEUTIOUE DESTINES AU TRAITEMENT QU A T.A 

PREVENTION DU DTABETE OU DU CANCER. 

La presents invention concerne une 
composition pharmaceutique comprenant un vehicule 
pharmaceutique adequat et un element choisi parmi le groupe 
constitue par une sequence nucleot idique codant un peptide 
de la famille ONECUT, un vecteur comprenant cette sequence 
nucleotidique, la sequence polypept idique codee par cette 
sequence nucleot idique et/ou une lignee cellulaire 
transformee par ledit vecteur et exprimant le peptide de la 
famille ONECUT. 
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